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© Tumorthefepeutikum und Verfahren zu aeinerHerstellung. 

© Es wird em Verfahren zur Herstellung eines Therapeuti- 
kums aus Tumorzellen 2ur Therapie von Tumorerkrankungen 
beschrieben. Darin werden entweder menschlicheTumorzel- 
len die Antigene tragen. welche von den in der deutschen 
Otfenlegungsschritt 33 29 184 beschriebenen monoklonalen 
Antikorpern gebunden werden. getrocknet Oder dutch eine 
chemiache Behandlung stabilisiert, oder es werden aus 
me nsch lichen Zellen minels dieser monoklonalen Antikorper 
Antigene isoliert und zu einem Therapeutikum aufgearbeitet. 
wobei gegebenenfalls Neuraminidase 7ugegeben wird. 
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Dr. Ha/Sd. 



Tumor therapeutikum und Verfahren zu seiner Herstellung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
eines Therapeutikums aus Tumorzellen zur Thera^pie von 
Tumorerkrankungen sowie ein Bolches Therapeut ileum. 

5 Es ist beispielsweise aus "Mechanisms of Tumor Immunity, 
Gree et al., eds. r John Wiley Sons, N.Y., 1977 # Seite 
196, bekannt, dafl bereits versucht wurde, Tumo arerkran- 
kungen durch Impfen mit Tumorzellen, die durch Gefrieren 
und Auftauen, Lyophilisieren , Druck oder Homogenisieren 
10 modifiziert waren, zu therapieren. Auch subzellulare 

Fraktionen oder Zellextrakte wurden zu diesem Zweck ver- 
wendet. 

Es ist jedoch bisher kein Impfstoff qeqen eine Tumor- 
erkrankung bekannt* 



Wir haben uberraschenderweise gefunden, daB lyophilisier- 
te oder mit einem Aldehyd behandelte Zellen aus mensch- 
lichen Tumoren oder aus solchen gewonnene Zellaqqregate, 
die Antigene tragen, die von den in der deutsclien Of fen- 
20 legungsschrif t 33 29 184 beschriebenen monoklonalen 

Antikorper qebunden werden, als Therapeutikum zur Behand- 
lung von Tumorerkrankungen benutzt werden konnen. 

Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein Therapeutikum 
25 zur Behandlung einer Tumorerkrankung, enthaltend ge- 

trocknete oder durch eine chemische Behandlung stabili- 
sierte menschliche Zellen, die Antigene tragen , welche 
von den in der deutschen Of f enlegungsschrif t 3 3 29 184 
beschriebenen monoklonalen Antikorpern gebunden werden. 
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Ein Vbrteil eines solchen Therapeutikums qeaenuber einer 
Verwendung von nativen Zellen besteht darin, dafl native 
Zellen nicht stabil Bind, so dafl sie jeweils frisch her- 
gestellt werden mussen. Sie k5nnen deshalb auch nicht 
5 standardisiert werden. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren 
zur Herstellung eines Therapeutikums zur Behandlung 
einer Tumor erkrankung, dadurch gekennzeichnet , dafl 

10 menschliche Tumor zellen, die Antiqene traqen, welche von 
den in der deutschen Of f enlegungsschr if t 33 2 9 184 be- 
schriebenen monoklonalen Antikorper gebunden werden, 
getrocknet oder durch eine chemische Behandlung stabili- 
siert und zu einem Therapeutikum auf gearbeitet werden, 

15 wobei gegebenenf alls Neuraminidase zugegeben wird. 

Ferner ist Gegenstand der Erfindung ein Verfahren zur 
Herstellung eines Therapeutikums zur Behandlung einer 
Tumorerkrankung , dadurch aekennzeichnet, dafl mittels 
20 eines in der deutschen Of f enlequngsschrif t 33 29 184 
beschriebenen monoklonalen Antikorpers ein Antigen aus 
menschlichen Zellen isoliert und zu einem Therapeutikum 
auf gearbeitet wird, wobei aeaebenenf alls Neuraminidase 
zugegeben wird. 

25 

Die Moglichkeit, eine Immunantwort durch Neuraminidase 
zu verstSrken, ist aus der deutschen Of f enlec* ungsschrif t 
26 20 649 bekannt. 

30 Als Therapeutikum ist ein Mittel zu verstehen , das so- 
wohl prophylaktisch als auch zur Behandlung einer mani- 
festen Erkrankung qeeiqnet sein kann. 

Die im Rahmen der Erfindung verwendbaren Zellen werden 
3 5 nach bekannten Zellkulturverf ahren aus Tumoren gewonnen. 
Auf niechanische oder enzymatische Weise aus solchen 
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Kulturen gewonnene, gegebenenf alls mit Mitomycin C inak- 
tivierte Zellen werden getrocknet, vorzugsweise lyophi- 
lisiert, oder mit einein dem Fachmann als Stabili sierungs- 
mittel fur organische Gewebe bekannten Agenz, vorzugs- 
5 weise einem Mono- oder Dialdehyd mit 1 bis € Kohlenstoff- 
a torn en, behandelt. 

Zu den zur chemischen Stabilisierung und Fixierung be- 
sonders geeigneten Agenzien gehoren besonders b± f unk- 

10 tionelle Verbindungen, also solche, die zwei Gruppen 

enthalten, die mit f unktionellen Gruppen auf dem biolo- 
gischen Material reagieren - es also "vernetzen" - 
konnen. Das sind beispielsweise Dialdehyde, besonders 
aliphatische Dialdehyde mit 2-8 Kohlenstof fatomen. Dazu 

15 sind jedoch auch geeignet Monoalkanale mit 1-4 Kohlen- 

stoffatomen, wie Formaldehyd, der bif unktionell xreagieren 
kann r aber auch bif unktionelle Immunoester wie S-ubero- 
midat, Isocyanate oder Isothiocyanate. 

2 0 Als Agenzien, die biologisches Material stabilisieren 

k8nnen, konnen auch sogenannte Gerbmittel dienen wie zum 
Bei spiel Gerbsaure und ihre Derivate oder Chromsalze. 
Auch Sulf osalicylsSure ist geeignet. 

2 5 Im allgemeinen liegen die Zellen als Zellklumpen oder 

als Einzelzellen vor. Es konnen auch aus den Tumorzellen 
isolierte Antigene oder ZellbruchstGcke verwendet wer- 
den. Derartige Antigene konnen aus Tumorgewebe von 
Patienten wie aus humanen Tumoren, die in immundef izien- 

3 0 ten Tieren wachsen, gewonnen und verwendet werden. 

Def inierte Antigene werden mit den in der DOS 33 29 184 
beschriebenen monoklonalen Antikorpern aus den Tumor- 
zellen oder BruchstQcken davon gewonnen. 

35 
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Beispiele fur derartige Antigene sina C A (carcinoembry- 
onic antigen; J.exp.Med. (1965) 122, 467) oder HCA (non- 
specific crossreactinq antigen; J.Immun. (1973) III f 
1926), welche mittels Immunaf f initStschromatogiraphie aus 
5 den Tumor zellen isoliert werden kSnnen. Hierzu verden 

die in der Tabelle I in der deutschen Of f enlegungsschrif t 
34 16 774 beschriebenen monoklonalen AntikSrper- als qe- 
reinigte Proteine kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 
4B gebunden und die von diesen monoklonalen Antikorpern 
10 erkannten Antigene (C A, NCA) aus D -TA Colonkarzinom- 
zellextrakten isoliert. in geeiqnetes Verfahren ist im 
Pharmacia Buch "Affinity Chromatography, Principles and 
Methods", 12-18 (1979), zusammenqef afit auf Seite 15, 
beschr ieben. 

15 

Ein solches mittels monoklonaler Antikorper gewonnenes 
Antigen kann als Therapeutikum besipielsweise als Wirk- 
stoff in Impfstoffen gegen eine Erkrankung, die durch 
die Tumor zellen verursacht wird, aus denen das Antiqen 
20 gewonnen wurde, verwendet werden. 

Die QualitStskontrolle eines als Impfstoff zu benutzen- 
den Materials wird beispielsweise durch Typisierung mit 
monoklonalen Antikorpern, oder durch Auftrennung der 
25 Gesamtzellproteine mittels SDS-PolyacrylamidqeXelektro- 
phorese oder isoelektrischer Fokussierung (1. Dimension) 
kombiniert mit SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (2. 
Dimension) mit nachf olgender Anfarbung des Gels (Silber- 
far bung ) durchgef uhr t . 

30 

Das antigene Material wird bevorzugt in Kombination mit 
einem Adjuvans, besonders Neuraminidase (Deutsche Of f en- 
legungsschrif t 26 20 649), intradermal vorzugsweise nach 
dem Verfahren der Schachbrettvakzination (Cancer Immunol. 
35 and Immunother. 6, 47-58 (1979), spez- S.48) appliziert. 
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Ein solcher Impfstoff wird vorzugsweise gegen bestimmte 
Stadien des Colonkarzinoms (Duke C) sowie gegen andere 
Tumoren eingesetzt, die Antigene oder pi tope tragen, 
welche im Impfstoff vorhanden sind. Solche anderen Tu- 
moren sind solide Tumoren, beispielsweise Pankreaskarzi- 
nom, Magenkarzinome, Mammakarzinome und Lungenkarzinome. 
Der Impfstoff kann parenteral oder oral verabreicht wer- 
den. Die Antigene konnen in physiologischer Kochsalz- 
losung gelost oder suspendiert appliziert werden , vor- 
zugsweise intradermal in PBS. 

Als Qualitatskriterien fur die StabilitSt der Anfcigen- 
zusammensetzung des Impfstoffs wurden zwei Tests durch- 
gef iihrt : 

a) Der Terasaki-IIF-Assay (indirekte Immunf luores zenz 
unter Verwendung von Tumorzellen, die in den Napf chen 
der Terasaki-Mikrotiterplatte wachsen) mit monoklonalen 
Antikorpern verschiedener SoezifitSt. Mittels dieses 
Tests ist es mSglich, die Expression von Membranantigenen 
auf intakten Tumorzellen zu messen, gegen die eine Reihe 
monoklonaler AntikSrper verfugbar sind (Cancer Detection 
and Prevention 6, 181-184, 1983). Hiennit lieBen sich 
drastische Veranderungen auf der DE-TA-Zellmembran im 
Laufe der Kultivierung feststellen; b) Solubilisi erung 
der Gesamtzellproteine durch ein Detergens (Hybridoma 1, 
413-421, 1982) sowie nachfolgende SDS-Polyacrylamid- 
gelelektrophorese kombiniert mit Silberf Srbung (Anal. 
Biochem. 105, 361-363, 1980). Die Kombi nation dieser 
Techniken stellt sicher, dafl keine signif ikanten Veran- 
derungen im Gesamtproteingehalt der DE-TA-Zellini e ein- 
getreten sind. 



folgenden Beispiele erlSutern die Erfindung. 
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Beispiel 1 

Die Karzinomzellinie BW X wurde in Zellkultur- als Mono- 
layer wachsend in RPMI-164 0-Medium (Moore, G.E., Ger- 
ner, R.E # , Franklin, H* A . , Culture of normal human leu- 
cocytes, J. A.M. A. 199, 519-524 (1967)) mit 10% foetalem 
KSlberserum in Plastikf laschen kultiviert. Die adherent 
wachsenden Zellen konfluenter Kulturen wurden mechanisch 
oder mittels Trypsin, das in foetalem Kalber serum-f reien 
RPMI-164 0-Medium gelost war, abgelSst, die Kollagenase 
durch Zugabe von in RPMI-1640 gelostem foetalen KSlber- 
serum inaktiviert, anschliefiend die Zellen aus den Gewe- 
bekulturf laschen herausgelost und 3 mal in 3 7°C warmer 
phosphatgepuf f erter Kochsalzlosung (PBS) gewaschen. 

Etwa 10 7 Zellen, die grofierenteils als Klumpen vorlie- 
gen, wurden 1 Stunde bei 37°C in 1 ml PBS, das 100 \xg 
Mitomycin C en thai t r inkubiert. Anschliefiend wurden die 
so inaktivierten Zellen 3 mal mit PBS gewaschen und 

a) 3 mal in 0,18 molarem Ammoniumbicarbonat— Puf f er , der 
mit Essigsaure auf pH 7,4 eingestellt worden war, gewa- 
schen. Ein 10 7 Zellen entsprechendes Zellsediment wurde 
in 100 pi desselben Ammon iumbi car bona t-Puffears aufgenom- 
men und bei -70 °C gefroren. Anschliefiend wurde das ge- 
frorene Material gef riergetrocknet und bei +4°C im Kuhl- 
schrank in einem luftdicht verschlossenen Glasf ISschchen 
gelagert. Das 50 behandelte Zellmaterial kann, in PBS 
aufgenommen, in eine Vakzination am Patienten eingesetzt 
warden. 

Alternativ wurde 

b) 5 Minuten bei +4°C mit 0,1% Glutaraldehy<3 in PBS in- 
kubiert, der OberschQssige Glutaraldehyd durch 3 maliqes 
Waschen mit PBS entfernt, anschliefiend mit 2% BSA (Bovine 
Serum Albumin) fur 5 Minuten bei +4°C inkubiert und 3 
mal in PBS gewaschen. Die so behandelten Zellen kSnnen 
bei +4°C gelagert werden und in die Vakzination am Pa- 
tienten eingesetzt werden. 
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Oder es wurde 

c) bei 25°C in Formalin nach Lilly (Benno Romeis (1968), 
S. 65, Kap. 266, Oldenburg Verlag Miinchen) unter gele- 
gentlichem Schutteln fiber Nacht inkubiert. Die Zellen 
(ca. 108) wurden zentrif ugiert , der Uberstand dekantiert 
(10 Minuten bei 800 g) und das Zellsediment in 7 ml dop- 
pelt destilliertem Wasser suspendiert {«= 1-mal Waschen). 
Dieser Waschvorgang wurde in 1-stundigen Abstanaen 4-mal 
wiederholt. Anschlieflend wurde das Zellsediment 3-mal in 
1-stttndigen Abstanden in je 7 ml 70%-igem Ethanol qewa- 
schen. Anschlieflend wurde das Zellsediment 3-mal in 30- 
minQtigen AbstSnden in je 7 ml 80%igem Ethanol gewaschen. 
Anschlieflend wurde das Zellsediment 3-mal in 30-minutigen 
Abstanden in je 7 ml 96%igem Ethanol gewaschen. An- 
15 schlieBend wurde das Zellsediment 3-mal in 30-m±nutigen 
Abstanden in je 7 ml 99%igem Ethanol qewaschen. An- 
schlieflend wurde das Zellsediment 3-mal in 30-mxnutigen 
Abstanden in je 7 ml sterilem PBS gewaschen und steril 
bei 4°C aufbewahrt. Die so behandelten Zellen konnen bei 
20 4°C gelagert werden und in die Vakzination am Patienten 
eingesetzt werden. 

Beispiel 2 

25 Zur Isolierung von Antigenen mittels Immunaf f in± tats- 
chromatographie aus Tumorzellen wurden gereinigte mono- 
klonale Antikorper, die eindeutig mit Antigenen auf den 
als Impfstoff zu verwendenden Tumorzellen reagieren, ko- 
valent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B gebunden . E s wur- 

30 de nach dem Pharmacia Buch "Affinity Chromatography", 

Principles and Methods, 12-18 (1979), spez. S. 15, gear- 
beitet. Anschlieflend wurden die tragergebundenen mono- 
klonalen Antikorper fur 2 Stunden bei +4°C untezr gele- 
gentlichem AufschQtteln mit Zellsolubilisaten inkubiert. 

35 Diese waren aus mechanisch von den Kulturf laschen abge- 
losten Kulturzellen mittels Lysispuf f erextraktion (5 g/1 
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Natriumdesoxycholat, 0,5 mmol/1 PMSF » Pheny Imethylsul- 
fonylf luorid, PBS, pH 8,3) , wie in Hybridoma 1, 413-421 
(1982), Bp. auf Seite 414, beschrieben, gewonnen worden. 

Der beladene Trager wurde zentrif ugiert und ±n Lysispuf- 
fer-SDS (20 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mmol/1 DMSF f 5 g/1 
Nonidet P-40 (« octylphenyl ethylene oxide; Fluka AG), 
5 g/1 Natriumdeoxycholat , 1 mmol/1 thylendiaminotetra- 
acetat, 1 g/1 Natriumdodecylsulf at (SDS)) zur Waschung 
suspendiert . 

Dieser Waschvorgang wurde 3-mal wiederholt. AnschlieBend 
wurde der Trager 2-mal in Lysispuffer ohne Zusatz von 
SDS gewaschen und anschliefiend 1-mal mit einem Waschpuf- 
fer (2 M Tris-HCl, pH 8,0, 10 mmol/1 NaCl, O ,1 mmol/1 
EDTA, 0,5 g/1 NP-4 0) gewaschen. Die so qereinigten Anti- 
gene wurden vom festen Trager entweder durcti 5-minutiqes 
Aufkochen bei +95 °C oder durch Inkubation in 6 mol/1 
NH 4 SCN fur 30 Minuten bei +4°C abgelSst. 



PatentanspriSche ; 

1. Therapeutikum zur Behandlung einer Tumorerkrankung , 
enthaltend getrocknete Oder durch eine chemische 
Behandlung stabilisierte menschliche Zellen, die 
Antigene tragen, welche von den in der deutschen 

5 Offenlegungsschrift 33 29 184 beschriebenen monoklo- 

nalen Antikorpern gebunden werden. 

2. Therapeutikum zur Behandlung einer Tumorerkrankung, 
enthaltend ein mittels eines in der deutschen Of fen- 

10 legungsschrift 33 29 184 beschriebenen monoklonalen 

Antikorpers aus menschlichen Tumorzellen isoliezrtes 
Antigen. 

3. Therapeutikum nach Anspruch 1, dadurch gekennzexch- 
15 net, dafl es Neuraminidase enthalt. 

4. Therapeutikum nach Anspruch 2, dadurch gekennzexch- 
net, daB es Neuraminidase enthalt. 

20 5. Verfahren zur Herstellung eines Therapeutikums zur 
Behandlung einer Tumorerkrankung , dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl menschliche Tumorzellen, die Anticrene 
tragen, welche von den in der deutschen Of f enlecrungs- 
schrift 33 29 184 beschriebenen monoklonalen Anfci- 

25 korpern gebunden werden, getrocknet oder durch eine 

chemische Behandlung stabilisiert und zu einem Thera- 
peutikum aufgearbeitet werden, wobei aegebenenfalls 
Neuraminidase zugegeben wird. 

30 6. Verfahren zur Herstellung eines Therapeutikums zur 
Behandlung einer Tumorerkrankung, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl mittels eines in der deutschen Offen- 
legungsschrift 33 29 184 beschriebenen monoklonalen 
Antikorpers ein Antigen aus menschlichen Zellen iso- 

35 liert und zu einem Therapeutikum aufgearbeitet wird, 

wobei gegebenenfalls Neuraminidase zugegeben wird. 



